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with PE labeled CD95 antibody. The cells
were then washed and stained with
Annexin V FITC. The cells were then
measured using a three color flow
cytometer. The correlation between the
CD4+ Annexin V+ and CD4+ Fas+
Annexin V+ for patients was r=0.84 and for
controls was r=0.81. For CD8+ a similar
result was obtained with CD8+ Annexin V+
and CD4+ Annexin V+ Fas+ was r=0.82
for patients and r=0.78 for controls. The
Fas/FasL pathway may not be the only
mechanism responsible for the increased
apoptosis of CD4+ and CD8+ cells but the
contribution is significant.
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TREATMENT OF MELANOMA
PATIENTS WITH GENETICALLY
MODIFIED TUMOR VACCINES
(GMTV) DOES NOT DECREASE
THE SPONTANEOUS APOPTOSIS
OF CD4+ AND CD8+ T CELLS
Osawa T., Kaczmarek A.,Kowalczyk D.,
Bogusz-Osawa M., Mackiewicz A.
Department of Cancer Immunology,
Poznan School of Medical Sciences,
Wielkopolski Cancer Center, ul. Garbary 15,
61-866 Poznan, Poland
In this study, the spontaneous apoptosis
of CD4+ and CD8+ T-cells in patients with
melanoma were examined. Fifty-seven
patients enrolled in the study were partici-
pating in an experimental immunotherapy
study and were administered vaccines
consisting of irradiated, gene modified
allogenic melanoma cells: MICH I H6/
GMCSF + MICH II H6/GMCSF. The con-
trol group consisted. of 20 healthy volun-
teers. Venous blood was obtained on the
day of the administration of the first
vaccine, and then approximately once a
month. Blood was obtained in EDTA
tubes, after which the lymphocytes were
isolated by Ficoll-Hypaque gradient
centrifugation. The lymphocytes were then
incubated for 24hrs in medium containing
fetal calf serum at 3rC in 5% C02 to
allow for spontaneous apoptosis to take
place. The lymphocytes were then stained
with PE-Iabeled CD4 or CD8 and next,
stained for apoptosis using the FITC-
S300
labeled Annexin V binding method. A two
color flow cytometry was used to measure
the proportion of CD4+ and CD8+
lymphocytes that underwent apoptosis.
SD) of CD4+ T cells were Annexin±6.3%
(mean ±In patients with melanoma 21
6.3% in healthy controls (P±V+ compared
with 15 < 0.0001). For CD8+ T cells,
4.5%±8.1 % of T cells were Annexin V+
and in healthy controls 19±in patients 31 of
T cells were Annexin V+(P < 0.0001).
There were no significant changes with
time in the proportion of CD4+ and CD8+
lymphocytes undergoing spontaneous
apoptosis after the start of the gene
modified tumor vaccine therapy.
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ANALIZA CYTOGENETYCZNA
W DIAGNOSTYCE NIEZIARNICZYCH
CHt.ONIAKOW B-KOMORKOWYCH
(B-NHL)
Pienkowska-Grela B.
Centrum Onkologii - Instytut, Warszawa
Poznanie molekularnych mechanizmow
patogenezy i rozwoju chtoniakow nieziar-
niczych przyniosto intensywny post~p
w metodach diagnozowania B-NHL.
Obecnie stosowana klasyfikacja chorob
rozrostowych uktadu chtonnego REAU-
WHO oparta jest na analizie danych
morfologicznych, immunofenotypowania
oraz badan cytogenetycznych i moleku-
larnych, pozwalajqcych na okreslenie
genetycznych nieprawidtowosci wyst~pu­
jqcych w komorkach nowotworu. Istotq
badania cytogenetycznego jest okreslenie
odst~pstw od prawidtowego kariotypu
w komorkach nowotworu. Obok klasycz-
nych metod prqzkowych, stosowane Sq
techniki FISH (fluorescent in situ hybridi-
zation) umozliwiajqce, przy ui:yciu specy-
ficznych sond DNA, precyzyjne okreslenie
zmian obejmujqcych poszczegolne chro-
mosomy, ich cz~sci bqdi: okreslone geny.
Aberracje wyst~pujqce w komorkach chto-
niakow, to przede wszystkim translokacje,
ktorych efektem jest deregulacja ekspresji
okreslonych biatek. W wyniku p~kni~cia
chromosomu i przeniesienia jego frag-
mentu nast~puje zaburzenie funkcjono-
wania genow znajdujqcego si~ w uszko-
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dzonym reglome. W B-NHl, najcz~sciej
opisywanym mechanizmem jest nadeks-
presja onkogen6w, spowodowana przez
ich przeniesienie w rejon aktywnego pro-
motora immunoglobulin. W badaniu kario-
typu widoczne Sq specyficzne markery
chromosomowe, np: translokacja obejmu-
jqca chromosomy 8 (w locus onkogenu
c-myc) i 14 (lgH), widoczna w postaci mar-
kera t (14;18) jest typowa dla chtoniaka
Burkitta, zas translokacja t (11 ;14)
- chtoniaka z kom6rek ptaszcza. W kario-
typie wyr6zniamy zmiany pierwotne, ma-
jqce bezposredni zwiqzek z patogenezq
nowotworu oraz zmiany wt6rne, zWiqzane
z jego progresjq. Uwaza si~, ze liczne
zmiany kariotypowe (>3) swiadczq 0 ist~
nieniu formy bardziej agresywnej.
Mozliwose detekcji zmian genetycznych
na poziomie analizy kariotypu, czyni z ba-
dania cytogenetycznego uzyteczne narz~­
dzie diagnostyczne. W swietle dotych-
czasowej wiedzy nalezy przyjqe, ze ba-
danie cytogenetyczne powinno stanowie
integralnq cz~se diagnostyki w tej grupie
nowotwor6w.
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ZMIANY AKTYWNOSCI KATEPSYNY
B, D I AKTYWNOSCI ANTYPAPA-
INOWEJ CYSTATYN W SUROWICY
KRWII TKANCE NOWOTWOROWEJ
CHORYCH Z RAKIEM JELITA
GRUBEGO
Sebzda T.T., Gburek J., B~benekM.,
Pudetko M., Hariczycowa H.
Katedra i Zaktad Patofizjologii,
Katedra i Zaktad Biochemii Farmaceutycznej,
Dolnolqskie Centrum Onkologii,
Katedrai Zaktad Medy.cyny Hodzinnej,
Akademia Medyczna, Wroctaw
Zalozenia i eel pracy: celem pracy jest
zbadanie aktywnosci katepsyny B, D oraz
aktywnosci cystatyn w surowicy i tkankach
nowotworowych w aspekcie ich uzytecz-
nosci diagnostycznej u pacjent6w z rakami
jelita grubego (adenocarcinoma).
Material i metodyka: surowic~ otrzy-
mana z krwi pobranej z zyty tokciowej
od 126 os6b (77 kobiet, 49 m~zczyzn)
w wieku 19-85 lat (mediana 63 lata).
Grup~ kontrolnq stanowito 25 honorowych
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dawc6w krwi. Tkanki pobrane podczas
resekcji guza: oznaczone ,,0" pochodzity
z centrum nowotworu, ,,2" 2 cm, a ,,5" 5 cm
od jego centrum. Grupa chorych Iiczyta
38 os6b (17 kobiet, 21 m~zczyzn) w wieku
35-74 lat (mediana 60,4 lata). Klasyfikacj~
rak6w jelita grubego przeprowadzono
wg kryteri6w Dukesa. W surowicy krwi
oznaczono aktywnose katepsyny B (CB)
fluorymetrycznie wg Baretta (katepsyna B
rozktada syntetyczny substrat Z-Arg-Arg-
N-Mec), w homogenatach tkanek nowo-
tworowych st~zenie biatka catkowitego
oznaczano wg metody Bradforda, a akty-
wnose katepsyn CB i D (CD) oraz akty-
wnose antypapainowq cystatyn wg met.
Baretta. Wszystkie aktywnosci Sq przed-
stawione jako units Uednostki) na 9 biatka.
Wyniki: srednia aktywnose katepsyny B
w surowicy chorych wynosita 19,2±3,9
mUll i byta trzykrotnie wi~ksza od war-
tosci w grupie kontrolnej 6,25±2,25 mUll
(p<0,001). U 106 ze 126 pacjent6w (84%)
wyniki byty wi~ksze od wartosci krytycznej
(srednia + 2 SD wartosci stwierdzonych
w surowicach kontrolnych). Srednia akty-
wnose w tkankach guza CB i CD byty
najwi~ksze dla pr6bek ,,0": 644,39±
406,08 mUig i 0,230±0,264 U/g, dla pr6-
bek ,,2": 268,88±256,91 mU/g, p<0,001 :
0,111 ±O,132 Ulg, p<0,01 i najmniejsze
dla pr6bek ,,5": 15,42±164,80 mU/g,
p<0,001: 0,1 02±0,131 U/g, p<0,01.
Nie obserwowano istotnych statystycznie
r6znic mi~dzy aktywnosciq antypapainowq
pr6bek ° cm, 2 cm, 5 cm. Odsetek wy-
nik6w wi~kszych od wartosci krytycznej,
w wypadku CB i CD wynosity odpowie-
dnio: 45,5% i 18,5% dla pr6bki ,,0" oraz
9,0% i 9,0% dla pr6bek ,,2".
Wnioski: oznaczanie CB (bardziej) i CD
w surowicy i homogenatach tkankowych
moze bye pomocne w diagnostyce przed-
operacyjnej rak6w jelita grubego.
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